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緒 論
Bifidobacteriumはヒトの健康と深い関わりをも
つ細菌であり，心身ともに健康なヒトの腸内フロー
ラでは本菌が優勢であることが知られている。従っ
て，この菌を消化管内で増殖させる物質や手段につ
いての研究が盛んに行われ，新たなプロバイオティ
クスやプレバイオティクスの発見，すなわち経口投
与で腸内に定着できる Bifidobacterium（＝プロバイ
オティクス）の発見や，すでに腸内フローラ中に存
在している Bifidobacteriumを特異的に増殖させる
物質（＝プレバイオティクス）の開発が世界中で行
われている????。
Bifidobacteriumはグラム染色性が陽性で，糖を代
謝して多量の乳酸を生成するという点から，乳酸菌
の一つとして表現されることが多いが，Ｙ字状，Ｖ
字状，湾曲状，棍棒状を呈する多形性を示すことや，
２モルのブドウ糖を代謝して３モルの酢酸および２
モルの乳酸を発酵生産する特異なビフィズム経路を
保有するなど，形態および生化学的性質が一般的な
乳酸菌（Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostocなど）と大きく異なる。pH6.5～7.0の
環境で最適な発育を示し，増殖とともに活発に酸を
生成するが，自身の細胞には抗酸性はほとんどなく，
pH5.0以下の環境ではほとんど増殖しない。従属栄
養菌に属するため生育には他の生物が生成した窒素
源や炭素原が必須である。ほとんどの菌種でグル
コース，ガラクトース，フルクトース，スクロース，
マルトース，メリビオース，ラクトース，ラフィノー
スなどの糖質を代謝利用するが，糖質以外の有機酸
やグリセリンなどは資化しない。Bifidobacteriumの
糖分解能は菌株によって異なり，これは菌の分類同
定にも応用されている??。
一般的にハチミツを構成している糖はフルクトー
ス，グルコース，オリゴ糖である??。80数％を占める
可溶性固形分のほとんどが糖質であるが，糖質以外
の成分としてはビタミン，ミネラル，アミノ酸，有
機酸が含まれており，有機酸の中ではグルコン酸含
有量が最も多い。このグルコン酸は花蜜由来のほか，
ミツバチが生成するグルコースオキシダーゼにより
ハチミツ中でも合成される。その他，ハチミツには
インベルターゼ，アミラーゼ，カタラーゼなどの酵
素もわずかではあるが含有している。
フラクトオリゴ糖は生体内の消化酵素によって加
水分解を受けない難消化性糖であり，腸内フローラ
構成菌の中で Bifidobacteriumに選択的に資化され
る。さらに，これを摂取することで腸内の
Bifidobacteriumを増加させることが臨床試験にお
いても立証され，Bifidobacteriumを腸内で特異的に
増殖させるプレバイオティクスとして世界中で利用
されている。フラクトオリゴ糖は食品中，特にタマ
ネギやアスパラガスなどの野菜に存在し，そこから
分離製造することも可能だが，現在はショ糖に酵母
やカビの酵素を作用させることで多量に製造され，
砂糖代替物やサプリメントとして広く利用されてい
る????。
本実験では，ハチミツを発酵乳などの食品に甘味
料として添加する際，同時に存在する Bifidobacter-
iumにどのような影響を与えるのかを調べるため
に，まず，ハチミツを炭素源として5～30％の高濃度
添加した培地中での増殖を判定した。さらに増殖し
た菌体細胞にプレバイオティクスとして摂食したフ
J.Rakuno Gakuen Univ.,34(1):1～5(2009)
Kei MURAMATSU,Yusuke NAKAYAMA and Masanori KIKUCHI
(Accepted 23 July 2009)
Growth of and fructooligosaccharide-hydrolyzing enzyme production in Bifidobacterium spp.cultured on 5-30% honey.
村 松 圭・中 山 雄 介・菊 地 政 則
５～30％濃度のハチミツで培養したときの Bifidobacteriumの増殖と
フラクトオリゴ糖分解酵素生産について
酪農学園大学酪農学部食品科学科応用微生物学研究室（〒069-8501 北海道江別市文京台緑町582）
Department of Food Science(Applied Microbiology),Faculty of Dairy Science,Rakuno Gakuen University 582,Bunkyodai Midori-machi,Ebetsu,Hokkaido 069-8501,JAPAN
所属学会：日本農芸化学会
ラクトオリゴ糖を利用し，腸内で有害な微生物をコ
ントロールできる機能を持ち合わせているかどう
か，菌体内のフラクトオリゴ糖分解活性をその指標
として調べることにした。
実験材料および方法
１．供試菌株および培養方法
本実験に用いた Bifidobacterium adolescentis
 
JCM1275，B.adolescentis G1，B.adolescentis G5，
B.breve JCM1192，B.bifidum JCM1255，B.in-
fantis JCM1222，B.longum JCM1217，B.longum
 
A1の８菌株は，酪農学園大学酪農学部食品科学科
応用微生物学研究室で保存されているものを使用し
た。
Bifidobacterium属菌の保存，培養には BL培地??
を用い，実験には Table 1に示したように，炭素源を
市販のハチミツにして培養を行った。ハチミツを培
地に添加する際，液状のハチミツの成分??中の糖含
量がおおよそ80％であると仮定して，10％濃度で培
地に添加する際は培地１リットルあたり125gの割
合で溶解した。各濃度のハチミツを添加した BL培
地を試験管（φ21×200mm）に30ml調製し，オー
トクレーブで121℃，20分間滅菌処理をした。培地
は滅菌後，37℃で一晩保温してから前培養液0.3ml
を無菌的に接種し37℃で12時間静置培養した。BL
培地の調製の際，培地の成分はスターラーを使用し
て常温で撹拌溶解し，Soluble starch（和光純薬）を
添加する場合は，使用する純水を用いて加熱溶解さ
せたものを加えた。また粘性をもつ Tween80（和光
純薬）も純水を用いて別に溶解した後，培地に添加
し，加熱滅菌した。
Liver extractは牛肝臓粉末（極東製薬）58.8gを
純水1,000ml中で溶解し，60℃のウォーターバスで
１時間湯浴抽出後，室温まで冷却し，その後 pHを
7.2に調整してからアスピレーターで吸引ろ過した
上清液を使用した。
２．菌数，pHの測定
菌数は培養前の BL培地をブランクとし，650nm
の吸光度から濁度を測定し，その値を菌数とした。
pHは pHメータ （ーHORIBA）を使用して測定し
た。
３．粗酵素抽出法
培養液20mlを遠心分離（5,840×g，４℃，30
min）し，菌体を回収した。回収した菌体は0.01Ｍ
リン酸緩衝液（pH7.0）で懸濁し，遠心分離（5,840×
g，４℃，30min）を行ない洗菌した。
得られた菌体は同緩衝液を３ml加え，氷水中で
冷 却 し な が ら 超 音 波 破 砕 機（BRANSON
 
SONIFIER 450）を用いて１分間ずつ10回，計10分
間破砕処理をおこなった。破砕後，遠心分離
（27,700×g，４℃，30min）し，その上清を菌体抽
出液とした。
粗酵素液は菌体抽出液を透析チューブ（三光純薬）
に入れ，0.01Ｍリン酸緩衝液（pH7.0）中で一晩透
析して調製した。
４．酵素活性の測定
フラクトオリゴ糖分解活性は遊離するフルクトー
スを，酵素法を用いて定量することにより求めた。
反 応 に 用 い た 基 質，1-kestose（1?(1-β-D-
fructofuranosyl)sucrose,GF?），nystose（1?(1-β-D-
fructofuranosyl)?sucrose, GF?），sucroseおよび
inulinは市販の特級試薬を用いた。試験管（φ10×
100mm）に0.1Ｍリン酸緩衝液（pH6.0）0.4mlと
粗酵素液0.1mlを入れ，37℃で３分間湯浴後，各基
質（1-kestose,nystose,sucroseは10mM，inulinは
0.5％（w/v）濃度）0.5mlを添加し，10分間反応さ
せた。反応は100℃で３分間湯浴することで止め，得
られた反応液は，約2,000rpmで約10秒程度遠心
分離し，試験管内壁面の水滴を回収して定量に用い
た。フルクトースの定量は，Ｆ-キット（J. K.イン
ターナショナル）を使用した。反応液にＦ-キット内
の各種酵素液等を加え，30℃で30分間反応させ，340
nmの吸光度から，遊離したフルクトース量を算出
した。
酵素単位は37℃で１分間に１μmolの反応生成
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Table1 Composition of BL Medium??
Lab-lemco-powder  3.0g
 
Proteose peptone No.3  10g
 
Trypticase peptone  5.0g
 
Phytone peptone  3.0g
 
Yeast extract  5.0g
 
Honey(10%) 12.5g
 
L-Cysteine-HCl  0.5g
 
Tween 80  1.0g
 
Liver extract  150ml
 
Solution A  10ml
 
Solution B  5.0ml
 
Distilled Water  835ml
 
pH 7.2
 
Solution A:10% KH?PO?,10% K?HPO?in distilled water.
Solution B: 4% MgSO?-7H?O, 0.2%FeSO?-7H?O, 0.2% NaCl,
0.13%MnSO?in distilled water
物を生成する酵素量を１ユニット（U）とした。
結果および考察
１．菌の増殖と酸生成に及ぼすハチミツ濃度の影
響
ハチミツを炭素源とした時の Bifidobacteriumの
菌の増殖，酸生成を調べた。
ハチミツ濃度10％では，培養12時間後，B.
adolescentis  G1，B.adolescentis  G5，B.breve
 
JCM1192，B.infantis JCM1222の４菌株で培養液
の濁度が約0.5～0.7となり，さらに pHは約
4.2～4.6と低く変化し，良好な増殖を示した（Table
 
2）。これをふまえ，この４菌株を選抜し，ハチミツ
濃度を20％，30％に増加させて同様の実験を行っ
た。しかしながら，ハチミツ濃度20％，30％では増
殖はほとんどみられなかった（Table 3）。また，ハチ
ミツ濃度を10％の半分である５％に減少させ
Bifidobacterium ８株で培養を行ったところ，すべ
ての菌株で培養液の濁度が約1.0，pH4.1～4.8と
なり，10％濃度より良好な増殖および酸生成を確認
した（Table 4）。このときの培養液の濁度は以前に報
告した0.5％フラクトオリゴ糖混合物を炭素源とし
て12時間培養した場合とほぼ同じ値であり???，糖含
量がおおよそ10倍に上昇しても菌の増殖に影響が
ないことが明らかとなった。
炭素源のハチミツ濃度を20％，30％にすると菌は
ほとんど増殖せず，Bifidobacteriumのハチミツ濃度
の限界が５～20％の間であることが示唆された。
Bifidobacteriumとハチミツの食品への応用には，今
後さらに各菌株についてハチミツ濃度の限界値を求
めていく必要があると思われる。
２．フラクトオリゴ糖分解酵素活性
菌の増殖がみられたハチミツ濃度５％，10％で培
養した Bifidobacterium菌体細胞について，プレバ
イオティクスとして摂食したオリゴ糖を利用し，腸
内で有害な微生物をコントロールできる機能を持ち
合わせているかどうか，すなわちオリゴ糖を活発に
資化できるか否か，菌体内フラクトオリゴ糖分解活
性をその指標として調べた。
ハ チ ミ ツ 濃 度 ５％で は B. a d o l e s c e n t i s
 
JCM1275，B.adolescentis  G5の２株の B.adoles-
centis株でフラクトオリゴ糖分解活性が他の６菌株
よりも高い値を示した（Table 5）。B.adolescentis
 
JCM1275株の菌体は 1-kestose分解活性が1.6U/
ml，nystose分解活性が1.5U/ml，sucrose分解活
性が0.25U/mlであった。また B.adolescentis G5
株は 1-kestose分解活性が3.1U/ml，nystose分解
活性が2.5U/ml，sucrose分解活性が0.29U/mlで
あった（Table 5）。この両株は菌の増殖も良好で，B.
adolescentis JCM1275株が培養液の濁度が1.02，ま
た B.adolescentis G5株の培養液の濁度も1.38と
濁度が１を超える程の高い増殖を示し，両者がプレ
バイオティクスとして摂食したオリゴ糖を利用し，
生成する乳酸，酢酸などによって有害な微生物をコ
ントロールできる能力を持ち合わせている菌株であ
ることが確認された。一方５％ハチミツで培養した
とき増殖の良かった B.adolescentis  G1と B.
breve1192の両菌株のフラクトオリゴ糖分解活性を
調査したところ，培養液濁度が1.54と最も高かった
B.adolescentis  G1株の 1-kestoseおよび nystose
分解活性が，それぞれ，0.25U/ml，0.16U/mlであ
り，また同じく培養液濁度が1.47と次に高かった
B.breve JCM1192株の酵素活性も，1-kestose分解
ハチミツで培養したときのビフィズス菌の増殖と酵素生産
Table2 Summary of Growth and pH (10% Honey)
Growth
(O.D.650) pH
 
B.adolescentis JCM1275  0.307  4.7
 
B.adolescentis G1  0.637  4.5
 
B.adolescentis G5  0.557  4.5
 
B.bifidum JCM1255  0.124  5.1
 
B.breve JCM1192  0.742  4.2
 
B.infantis JCM1222  0.492  4.6
 
B.longum JCM1217  0.175  4.9
 
B.longum A1  0.124  5.0
 
Table3 Summary of Growth (20& 30% Honey)
20%Honey
(O.D.650)
30%Honey
(O.D.650)
B. adolescentis G1  0.032  0.032
 
B. adolescentis G5  0.029  0.017
 
B. breve JCM1192  0.039  0.040
 
B. infantis JCM1222  0.063  0.042
 
Table4 Summary of Growth and pH (5% Honey)
Growth
(O.D.650) pH 
B.adolescentis JCM1275  1.02  4.5
 
B.adolescentis G1  1.54  4.1
 
B.adolescentis G5  1.38  4.2
 
B.bifidum JCM1255  0.855  4.6
 
B.breve JCM1192  1.47  4.2
 
B.infantis JCM1222  0.840  4.8
 
B.longum JCM1217  1.17  4.2
 
B.longum A1  1.03  4.3
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活性が0.11U/ml，nystose分解活性が0.16U/ml
と菌の増殖の割合に対して著しく低く，ハチミツに
対する増殖が良いといっても，オリゴ糖を腸内で活
発に利用して有機酸などを生成できる能力を持ち合
わせてはいないことが示唆された。
ハチミツ濃度10％でもハチミツ５％と同様，B.
adolescentis JCM1275，B.adolescentis G5の２菌株
でフラクトオリゴ糖分解活性が高かった（Table 6）。
B.adolescentis JCM1275株は 1-kestose分解活性
が0.25U/ml，nystose分解活性が0.20U/ml，su-
crose分解活性が0.05U/mlであり10％で培養し
た菌体に比べ低い値を示した（Table 6）。また，B.
adolescentis G5株は 1-kestose分解活性が0.81U/
ml，nystose分解活性が0.57U/ml，sucrose分解活
性が0.11U/mlであり，こちらも10％で培養した細
胞よりも低かった（Table 6）。同様に実験を行った他
の菌株の菌体内フラクトオリゴ糖分解活性はどれも
著しく低かった。また，この両株の酵素活性は５％
濃度で培養したときの方が高く，ハチミツ濃度10％
に比べ B.adolescentis JCM1275で約６倍～８倍，
B.adolescentis G5では約４倍～５倍酵素活性が高
くなっていることが確認された。今回，菌の増殖は
培養液濁度でしか測定しておらず，今後生菌数や乾
燥菌体重量などで菌の増殖を評価し，菌体当たり，
あるいは生きた菌体細胞当たりのフラクトオリゴ糖
分解活性を調べ，増殖が少ないために活性が低いの
か，菌体細胞内のフラクトオリゴ糖分解酵素量が少
ないために活性が低いのかを判定し，プレバイオ
ティクスとして摂食したオリゴ糖を利用し，腸内で
有害な微生物をコントロールできる機能を持ち合わ
せているかどうか評価を行っていきたい。
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要 約
炭素源のハチミツ濃度を５，10，20，30％にして
Bifidobacteriumを培養した。５％，10％のハチミツ
濃度で菌の増殖，pHが良好であったが，20，30％で
はほとんど菌の増殖がみられなかった。さらに菌の
増殖が良かった５，10％の Bifidobacteriumの菌体
内の 1-kestose，nystose，sucrose，Inulin分解活性
を調べた。ハチミツ濃度５％では B.adolescentis
 
JCM1275，B.adolescentis G5の２菌株でフラクト
オリゴ糖分解酵素活性（1-KestoseおよびNystose
分解活性）が高かった。B.adolescentis G5では 1-
Kestose分解活性が3.1U/mlと他の７菌株よりも
高い酵素活性を示した。最も増殖の良かった B.
adolescentis G1は 1-kestose，nystose分解活性が低
く，増殖が良いといっても酵素活性が高くないこと
がわかった。ハチミツ濃度10％もハチミツ５％と同
様に B.adolescentis JCM1275，B.adolescentis G5
の２菌株で 1-kestose，nystose分解活性が高かっ
た。また，この両株の酵素活性は５％濃度で培養し
たときの方が高く，ハチミツ濃度10％に比べ B.
adolescentis JCM1275で約６倍～８倍，B.adoles-
centis G5では約４倍～５倍に酵素活性が高くなっ
ていることが確認された。
ABSTRACT
 
The utilization of 5%,10%,20% and 30% honey by Bifidobacterium spp.was investigated. Using 5% and
 
10% honey as a carbon source,many strains showed good growth and acid production,but no cell develop-
ment was apparent on 20% or 30% honey. Furthermore,intracellular enzyme 1-kestose-,nystose-,Sucrose-
and inulin-hydrolyzing activities were investigated in cells cultured on 5% and 10% honey. On both 5% and
 
10% honey treatment, the highest fructooligosaccharide-hydrolyzing activity (1-kestose-and Nystose-
hydrolyzing activity)was detected in Bifidobacterium adolescentis G5, followed by that in B. adolescentis
 
JCM1275. The fructooligosaccharide-hydrolyzing activity of both strains cultured on 5% honey was found
 
to be higher than that in cells cultured on 10% honey.
5ハチミツで培養したときのビフィズス菌の増殖と酵素生産
